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摘要 : 植物 是 发 现 先导 药物 的 天 然 宝 库 ， 目 前 抗 糖尿 病 药物 的 一 个 重要 来 源 是 植物 。 从 植物 中 发 现 抗 糖尿 
病 药物 的 关键 在 于 抗 糖 尿 病 药 物 筛 选 模 型 的 建立 。 为 获得 一 个 更 稳定 、 筛 选 结果 更 可 靠 的 抗 糖尿 病 药 物 筛 
选 模 型 ， 本 文 对 基于 脂肪 细胞 摄取 葡萄 糖 的 药物 筛选 模型 进行 优化 。 文 献 报道 的 该 类 模型 ， 只 将 胰岛 素 作 
为 阳性 对 照 ， 而 本 文 同 时 将 胰岛 素 和 风格 列 酮 作为 阳性 对 照 ， 使 模型 更 加 稳定 、 筛 选 结 果 更 加 可 靠 。 此 
0 A A a 
抑制 剂 的 第 选 ， 扩 展 了 该 模型 的 用 途 。 最 后 ， 对 16 个 植物 来 源 的 天 然 产 物 在 该 模型 进行 第 选 ， 其 结果 稳 
ie en we 两 者 的 活性 
都 具有 明显 的 浓度 依赖 性 。X15 和 X16 的 细胞 增 敏 活 性 的 研究 为 后 续 进 一 步 研 究 其 分 子 作 用 机 理 奠 定 基 
础 ， 并 为 后 期 可 能 的 药物 开发 提供 分 子 候选 。 
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Abstract: The plants are great resources for digging leading compounds, and many current anti-diabetic drugs are 
derived from plants. The key to discover compounds with anti-diabetic activities from plants relies on the application 
of anti-diabetic drug screening models. In order to establish a more stable and reliable anti-diabetic drug screening 
model, we optimized the screening model based on the glucose uptake of adipocytes. In the previous models, insulin 
was used as the only positive control, while in our model both insulin and rosiglitazone were used as positive con- 
trols, which made the model more stable and reliable. Furthermore, we expanded the application of the model to 
screen the insulin signaling pathway inhibitors, and Akt1/2 inhibitor which was an inhibitor of insulin signaling 
pathway was used as positive control. In the end, we screened 16 compounds isolated from plants using this model 


and identified three active compounds with glucose uptake stimulating activities. We also performed the dose-re- 
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sponse experiments of compound X15 and X16. Both showed significant dose-responses. These activities were first 


reported at the cell level, providing fundamental data for their mechanisms study of the activities and for the potential 


development of the drugs in future. 


Key words: 3T3-L1 adipocytes; Anti-diabetic drug screening; Cell model; Glucose uptake; Natural products 


糖尿 病 是 一 种 以 高 血糖 为 特征 的 慢性 代谢 
性 疾病 。 糖 尿 病 的 持续 高 血糖 与 长 期 代谢 亲 乱 等 
可 导致 全 身 组 织 器 官 ， 特 别 是 眼 、 肾 、 心 血管 及 
神经 系统 的 损害 及 其 功能 障碍 和 衰竭 ， 严 重 危 害 
健康 (Vinik 和 Vinik，2003 ) 。 随 着 生活 水 平 提 
高 、 人 口 老龄 化 以 及 肥胖 发 生 率 的 增加 ， 糖 尿 病 
发 病 率 迅速 升 高 并 有 年 轻 化 趋势 (Weil 等 ， 
2004) 。 国 际 糖尿 病 协会 数据 显示 ，2011 年 全 球 
糖尿 病 患 者 总 数 高 达 3. 66 亿 ， 预 计 这 一 数字 到 
2030 年 将 达到 5. 52 亿 ( Whiting 等 ,2011 ) 。 糖 
尿 病 患者 中 约 有 90%~95% 属 于 工 型 糖尿 病 (和 AL- 
berti 和 Zimmet，1998) ， 它 是 由 胰岛 素 分 泌 不 足 
或 胰岛 素 抵抗 (胰岛素 相对 缺乏 ) 所 致 (Leney 
和 Tavaré, 2009) 。 因 此 工 型 糖尿 病 是 糖尿 病 研 
究 的 重点 。 目 前 临床 应 用 最 广泛 的 抗 工 型 糖尿 病 
药物 主要 有 磺 脲 类 、 双 肌 类 、 吐 唑 烷 二 酮 类 和 
a- 和 葡萄 糖苷 酶 抑制 剂 等 。 这 些 药 物 取 得 了 较 好 的 
疗效 ， 都 能 使 血液 中 葡萄 糖 浓 度 明 显 下 降 ， 但 长 
期 使 用 后 都 不 能 很 好 控制 血糖 浓度 。 此 外 ， 这 些 
药物 也 有 一 定 的 副作用 ， 如 肝 肾 毒性 、 浮 肿 、 腹 
泻 等 ， 因 此 在 肝 功 能 不 全 的 患者 中 其 应 用 受到 一 
定 限制 ,而 且 部 分 患者 不 能 长 期 耐 受 其 治疗 
(Cheng 和 Fantus, 2005) 。 因 此 ， 新 型 降 血 糖 药 的 
开发 一 直 是 抗 工 型 糖尿 病 药 物 研 究 的 重点 。 

抗 工 型 糖尿 病 药 物 有 两 种 来 源 ， 一 种 是 通过 
化 学 合成 获得 ， 另 外 一 种 是 从 天 然 产 物 中 获得 。 
通过 化 学 合成 来 开发 新 型 抗 工 型 糖尿 病 药 物 的 成 
本 很 高 、 难 度 较 大 ， 而 且 所 得 到 的 药物 毒性 往往 
很 大 。 而 从 天 然 产 物 中 获得 抗 糖尿 病 药物 具有 成 
本 低 、 难 度 小、 药物 毒性 和 副作用 弱 的 优点 。 因 
此 ， 从 天 然 产 物 中 筛选 出 更 好 的 、 高 效 低 毒 且 作 
用 机 理 清 楚 的 抗 糖 尿 病 药 一 直 是 当前 工 型 糖尿 病 
研究 的 热点 。 而 抗 糖尿 病 药物 开发 的 关键 在 于 建 
立 高 效 、 可 靠 、 稳 定 的 抗 糖尿 病 药物 筛选 模型 。 
通过 测定 细胞 的 葡萄 糖 摄取 来 判断 化 合 物 的 降 糖 
活性 是 一 种 比较 经 典 的 抗 糖尿 病 药 物 筛选 方法 ， 
已 被 广泛 应 用 。 但 已 有 的 该 类 模型 存在 筛选 结 






























































稳定 性 差 、 可 靠 性 不 足 的 缺点 ， 因 此 本 文 对 之 前 
报道 的 基于 葡萄 糖 摄取 的 抗 糖 尿 病 药物 筛选 模型 
(Xie, 2005) 进行 了 优化 。 在 文献 报道 的 模型 中 ， 
只 将 胰岛 素 作 为 阳性 对 照 ， 而 本 文 同时 将 胰岛 素 
和 罗 格 列 酮 作为 阳性 对 照 ， 增 加 了 模型 的 稳定 性 
和 筛选 结果 的 可 靠 性 。 同 时 ， 本 文 还 以 胰岛 素 信 
号 通路 抑制 剂 Akt1/2 作为 阳性 对 照 ， 使 该 模型 
还 可 应 用 于 胰岛 素 信 和 号 通路 抑制 剂 的 盘 选 ， 从 而 
扩展 了 该 模型 的 用 途 。 植 物 天 然 产物 是 新 药 发 现 
的 一 个 重要 来 源 ， 当 前 使 用 的 处 方药 中 ， 有 超过 
25% 来 源 于 植物 (Smith 和 Clinard, 2014)。 云 南 
地 区 具有 丰富 的 植物 多 样 性 ， 是 发 现 先导 药物 的 
资源 宝库 。 我 们 利用 该 构建 好 的 模型 对 一 批 植物 
来 源 的 天 然 产 物 进行 降 糖 活 性 得 选 ， 成 功 地 发 现 
了 3 个 活性 化 合 物 ， 我 们 还 对 其 中 两 个 化 合 物 的 
活性 进行 了 初步 研究 ， 为 后 续 开 展 分子 作 用 机 
制 、 结 构 修 饰 和 可 能 深入 开发 奠定 基础 。 

















1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 
化 合 物 主要 由 中 国 科学 院 昆 明 植 物 研 究 所 植物 化 学 

与 西部 植物 资源 持续 利用 国家 重点 实验 室 提 供 ， 小 部 分 
由 中 国 科 学 院 西 双 版 纳 热带 植物 园 张 玉 梅 老师 提供 。 所 
用 到 的 材料 包括 : 3T3-L1 脂肪 细胞 ( ATCC)、DMEM 高 
糖 和 低糖 培养 基 (Hyclone) 、 小 牛 血清 (GIBCO) 、 胎 牛 
血清 (GIBCO) 、 青 霉 素 / 链 霉 素 (BI) 、 胰 和 蛋白酶 (BI) 、 
罗 格 列 酮 (SIGMA ) 、Akt1/2 抑制 剂 (SIGMA ) 、 甲 醛 浴 
液 (SIGMA) 、 异 两 基 甲 基 黄 味 叭 (3-isobutyl-1-methylx- 
anthine, IBMX) (SIGMA)、 胰 岛 素 (Roche) 、 地 塞 米松 
( Dexamethasone, DEX) (Adamas) 、 牛 血清 白 蛋 白 ( 上海 
生 工 生物 有 限 公 司 )、 和 葡萄 糖 检测 试剂 盒 ( 上海 荣 盛 生 
物 有 限 公司 ) 。 
1.2 细胞 培养 及 分 化 

将 3T3-L1 前 脂肪 细胞 接种 于 10 em 或 6 cm 细胞 培养 
1 中 ， 用 含 10% 新 生 牛 血清 和 1% 青 霉 素 / 链 霉 素 的 高 糖 
DMEM 培养 基 在 37 CC 、10% C0, 条 件 下 培养 ， 待 细胞 长 
满 融合 后 饥饿 2 d4， 再 加 入 含 0.5 mmol* LIBMX、1 
kmol*L DEX、170 nmol: LL 胰岛素、1 pmol*L ' 罗 格 列 
酮 、10% 胎 牛 血 清和 1% 青 霉 素 / 链 霉 素 的 高 糖 DMEM 培 
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养 基 诱导 分 化 72 h， 然 后 再 换 成 含 170 nmol .胰岛素 
和 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培养 基 继 续 培 养 24 h， 诱 导 分 
化 6~7d 后 ，90% 以 上 时 脂肪 细胞 表 型 ， 可 用 于 后 续 实 
验 (Frost 和 Lane，1985; Govers 等 , 2004)。 
1.3 油 红 O 染色 

用 磷酸 盐 缓冲 液 (Phosphate buffered saline，PBS) 清 
洗 细 胞 1 次 ， 先 加 入 10% 甲 醛 溶液 在 室温 下 固定 10 min， 
再 换 新 鲜 的 10% 甲 醛 溶液 在 室温 下 继续 固定 1 h。 之 后 
j 蒸 馏 水 清洗 1 次 ， 再 用 60% 的 异 丙 醇 漂洗 1 次 ， 并 充 
分 晾 干 。 最 后 加 入 油 红 0 溶液 染色 10 min， 蒸 馏 水 清洗 
2 次 ， 观 察 并 拍照 。 
1.4 胰岛 素 的 葡萄 糖 消耗 曲线 

将 分 化 好 的 3T3-L1 脂肪 细胞 接种 到 96 孔 板 ， 过 夜 
培养 ， 分 别 用 终 浓度 为 0 nmol* LL!'、0.1 nmol*L'、0.5 
nmol. II 、1lnmol.IL、10nmol.L、100nmol. 二 、200 
nmol*L 1! 的 胰岛 素 处 理 24h， 每 个 浓度 设 3 个 重复 孔 ， 然 
后 取 培 养 基 10 wL， 用 葡萄 糖 试剂 盒 检测 培养 液 中 的 葡萄 
糖 浓度 ， 以 未 接种 细胞 的 空白 复 孔 的 葡萄 糖 含 量 均 值 为 
初始 值 ， 算 出 各 孔 细胞 的 葡 菊 糖 消 耗 量 (Zhou 等 , 2007) 。 

计算 公式 为 : 
葡萄 糖 消 耗 量 n=( Cg-Cossn ) *V (1) 
1.5 罗 格 列 酮 的 葡萄 糖 消耗 曲线 

将 分 化 好 的 3T3-L1 脂肪 细胞 接种 到 96 孔 板 ， 过 夜 
培养 ,分 别 用 含有 1 nmol* L !' 胰 岛 素 和 0.1nmol*L!'、1 



































































































































nmol*:L !、 10nmol:L!、 100 nmol:L™!、1000 nmol. EL、 
5 000 nmol. EL 、10 000 nmol.I: 罗 格 列 酮 的 培养 基 处 理 





脂肪 细胞 24 h， 每 个 浓度 设 3 个 重复 孔 ， 然 后 取 培 养 基 
10 phL， 用 葡萄 糖 试剂 盒 检测 培养 液 中 的 葡萄 糖 浓 度 ， 以 
未 接种 细胞 的 空白 复 孔 的 葡萄 糖 含量 均值 为 初始 浓度 ， 
算出 各 孔 细 胞 的 葡萄 糖 消 耗 量 。 
葡萄 糖 消耗 量 计算 公式 同 (1) 
1.6 AktL2 抑制 剂 的 葡萄 糖 消耗 曲线 

将 分 化 好 的 3T3-L1 脂肪 细胞 接种 到 96 孔 板 ， 过 夜 
培养 ,分 别 用 含有 200 nmol . 二 胰岛 素 和 0. 001 pmol: 
L™!、 0.01 Lmol: L!'、 0.1 Lmol: L'!'、 0.5 Wmol: LIL 1 
hmol.L、5 pmol: LL、10 pmol* LAkt1/2 抑制 剂 的 培 
养 基 处 理 分 化 好 的 3T3-L1 脂肪 细胞 24 h， 每 个 浓度 设 3 
个 重复 孔 ， 取 培养 基 10 kL， 用 葡萄 糖 试剂 盒 检测 培养 
基 中 的 葡萄 糖 浓 度 ， 以 未 接种 细胞 的 空白 复 孔 的 葡萄 糖 
含量 均值 为 初始 浓度 ， 算 出 各 孔 细 胞 的 葡萄 糖 消耗 量 。 
葡萄 糖 消 耗 量 计算 公式 同 (1) 
1.7 利用 促 葡 萄 糖 摄取 细胞 模型 筛选 具有 降 糖 活性 的 

天 然 产物 

将 分 化 好 的 3T3-L1 脂肪 细胞 接种 到 96 孔 板 ， 过 夜 
培养 ， 分 别 用 含有 0. 1 nmol* 二 :胰岛素 和 终 浓度 为 10 














































































































hmol' 或 10 pg: mL 的 化 合 物 的 培养 基 处 理 分 化 好 的 
3T3-L1 脂肪 细胞 24h， 每 个 样 设 3 个 重复 孔 ， 取 培养 基 
10 kwL， 用 葡萄 糖 试 剂 盒 检测 培养 液 中 的 葡萄 糖 浓 度 ， 以 
未 接种 细胞 的 空白 复 孔 的 葡萄 糖 含量 均值 为 初始 浓度 
值 ， 算 出 各 孔 细 胞 的 葡萄 糖 消耗 量 。 

葡萄 糖 消耗 量 计 算 公 式 同 (1) 

活性 化 合 物 的 葡萄 糖 消 耗 增加 率 = (nswetea 和 一 nn 
0.1 nmol .L-1 胰岛 素 ) /no. 1 nmol.1-! 胰岛 素 义 100% 
1.8 统计 学 处 理 

数据 之 间 的 比较 用 成 对 上 检验 ，P < 0.05 为 统计 学 
上 有 显著 性 差异 。 















































2 结果 
2.1 促 葡 萄 糖 摄取 细胞 模型 的 构建 
2.1.1 3T3-L1 脂肪 细胞 的 诱导 分 化 ”3T3-L1 脂 
肪 细胞 在 诱导 分 化 前 是 非 脂 肪 细胞 ， 细 胞 内 无 脂 
滴 积 累 (图 1: C)。 细 胞 经 诱导 分 化 6 天 后 ， 细 
胞 内 出 现 脂 滴 ， 呈 现 脂肪 细胞 形态 (图 1: B， 
D) 。 经 油 红 0 染色 后 在 显微镜 下 可 见 细胞 内 聚 
集 大 量 脂 滴 ， 呈 桔 红 色 。 染 色 结果 显示 ， 约 90% 
以 上 的 3T3-L1 细胞 被 诱导 分 化 成 脂肪 细胞 ， 可 
用 于 后 续 葡 萄 糖 摄取 实验 (图 1: D)。 
2.1.2 胰岛 素 ， 罗 格 列 酮 和 Akt1/2 抑制 剂 在 促 
葡 欧 糖 摄 取 细 胞 模型 的 建立 、 优 化 及 功能 扩展 中 
的 应 用 用 不 同 浓度 的 胰岛 素 处 理 诱 导 分 化 后 的 
3T3-L1 脂肪 细胞 ， 结 果 显 示 随 着 胰岛 素 浓度 的 升 
高 ， 葡 萄 糖 消耗 量 也 相应 增加 ， 呈 现 剂量 依赖 关 
系 ， 胰 岛 素 在 10 nmol . [浓度 时 ， 脂 肪 细胞 的 
葡萄 糖 消耗 量 已 经 接近 最 大 值 (图 2: A) 。 上 述 
结果 说 明 在 我 们 的 模型 中 ， 细 胞 摄取 葡萄 糖 的 水 
平 可 以 很 好 地 对 药物 刺激 做 出 响应 ， 这 与 前 述 报 
道 一 致 (Li 等 , 2009) 。 

罗 格 列 酮 是 当前 临床 应 用 最 为 广泛 的 一 种 噬 
唑 烷 二 酮 类 抗 糖尿 病 药 ( Mayerson 等 ，2002 ) ， 
它 是 过 氧化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 y (Peroxisome 
proliferators-activated receptors Yy, PPARY) 的 激动 
剂 ， 可 以 改善 肌肉 和 脂肪 组 织 的 胰岛 素 抵抗 。 用 
不 同 浓度 的 罗 格 列 酮 处 理 诱导 分 化 后 的 3T3-Ll 
脂肪 细胞 ， 结 果 显 示 ， 罗 格 列 酮 可 以 促进 细胞 对 
葡萄 糖 的 摄取 ， 在 100 nmol . L ' 浓 度 时 ， 它 的 活 
性 最 强 (图 2: B, C)。 将 其 用 作 药 物 第 选 时 的 
阳性 对 照 ， 可 增加 该 模型 的 稳定 性 和 可 靠 性 。 
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图 1 药物 筛选 及 3T3-L1 脂肪 细胞 诱导 分 化 流程 。A， 抗 糖尿 病 药 物 筛选 流程 图 ; B，3T3-L1 脂肪 细胞 的 分 化 过 程 ; C，3T3-LI1 前 脂 
肪 细胞 在 诱导 分 化 前 没有 脂 滴 积 累 (20x) ; D， 诱 导 分 化 6 天 后 ， 在 细胞 内 有 大 量 脂 滴 积累 ， 可 被 油 红 0 染 成 红色 (20x) 


Fig. 1 The procedures of drug screening and 3T3-L1 adipocytes differentiation. A, The procedure of screening active compounds from natural prod- 








ucts. B, The differentiation procedure of 3T3-L1 adipocytes. C, There are no droplets in 3T3-L1 preadipocytes before differentiation (20x). D ，Af- 
ter 6 days of induction by induction cocktails (see methods ) the lipid droplets in adipocytes were appeared and stained by oil red O (20x) 
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图 2 胰岛 素 、 罗 格 列 酮 和 Akt1/2 抑制 剂 在 促 葡 萄 糖 摄 取 细胞 模型 的 建立 、 优 化 及 功能 扩展 中 的 应 用 。A， 胰 岛 素 对 3T3-L1 脂肪 细 
胞 摄取 葡萄 糖 的 剂量 效应 关系 ; B， 罗 格 列 酮 的 浓度 为 0. 1~ 100 nmol :L-! 范 围 时 对 3T3-L1 脂肪 细胞 摄取 葡萄 糖 的 影响 ，C， 罗 格 列 酮 
的 浓度 为 1 nmol*L ~10 hmol'L-: 范 围 时 对 3T3-L1 脂肪 细胞 摄取 葡萄 糖 的 影响 ，D，Aktl2 抑制 剂 对 3T3-L1 脂肪 细胞 摄取 葡萄 糖 的 
剂量 效应 关系 (n=3) 


Fig.2 The application of insulin, rosiglitazone and Akt1/2 inhibitor in construction optimization and usage extension of glucose uptake stimula- 



































ting cell model. A, The glucose uptake of 3T3-LI adipocytes treated with different concentrations of insulin. B, The glucose uptake of 3T3-L1 adipo- 
cytes treated with 0. 1-100 nmol .LI rosiglitazone. C, The glucose uptake of 3T3-L1 adipocytes treated with 1 nmol *L7!—10 pmol + L™! rosiglita- 
zone. D, The glucose uptake of 3T3-L1 adipocytes treated with different concentrations of Akt1/2 inhibitor (n=3) 
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丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 B (Protein Kinase 
B, PKB/Akt) 是 胰岛 素 信 号 通路 中 的 关键 蛋白， 
在 胰岛 素 刺激 下 ， 它 可 以 被 磷酸 化 ， 进 而 促进 葡 
萄 糖 转运 载体 4 (Glucose transporter 4，GLUT4) 
的 上 膜 转 运 ， 增 加 细胞 的 葡萄 糖 摄取 (Leto 和 
Saltiel, 2012) 。 因 此 AktlZ2 抑制 剂 可 以 通过 抑 
制 胰岛 素 信号 通路 的 信息 传递 ， 从 而 抑制 细胞 对 
葡萄 糖 的 摄取 。 如 图 2D 所 示 ，200 nmol .的 
胰岛 素 可 以 显著 促进 细胞 对 葡萄 糖 的 摄取 ， 但 当 
Akt1/2 抑制 剂 与 200 nmol 胰岛 素 同 时 处 理 脂 
肪 细胞 时 ， 胰 岛 素 的 这 种 促 葡 糖 糖 摄 取 作用 可 以 
被 抑制 。 随 着 Akt1/2 抑制 剂 浓度 的 增加 ， 和 葡萄 
糖 消耗 量 相应 下 降 ， 旦 现 很 好 的 剂量 依赖 关系 。 
当 Akt1/2 抑制 剂 的 浓度 达到 10 pmol* LY 时 ， 可 
将 200 nmol*L 胰岛 素 的 促 葡萄 糖 吸收 活性 完全 
抑制 ， 细 胞 的 葡萄 糖 消 耗 量 恢复 到 基线 水 平 〈 图 
2: D)。 这 说 明 该 细胞 模型 的 分 子 基础 与 先前 报 
道 的 理论 背景 相 一 致 ， 可 扩展 该 模型 用 于 筛选 胰 
岛 素 信号 通路 抑制 剂 ，AktlZ2 抑制 剂 可 作为 阳 
性 对 照 。 
2.2 应 用 促 葡萄 糖 摄取 细胞 模型 第 

活性 的 天 然 产物 

应 用 上 述 构建 好 的 促 葡 萄 糖 摄取 细胞 模型 有 
针对 性 地 对 16 个 从 植物 中 提取 的 天 然 产 物 进行 
降 糖 活性 筛选 。 结 果 显 示 ，X11、X15 、X16 三 
个 化 合 物 在 10 kg : mL 一 初 第 浓度 下 显示 出 不 同 
程度 地 促 葡 萄 糖 吸 收 活性 ， 葡 萄 糖 摄取 量 分 别 
提高 了 27.4%、49.7% 和 13.9% (图 3: A, B)。 
活性 化 合 物 X11 是 Alisol A 24-acetate ， 它 提取 自 
东方 泽 泻 (Alisma orientale) (图 3: C) (Jin 等 ， 
2012) 。 活 性 化 合 物 X15 是 从 采 自 西双版纳 的 蔚 
草 科 单 种 属 植物 黄 棉 木 (Metadina trichotoma) 提 
取 的 一 种 齐 敦 果 酸 型 皂苷 ， 其 化 学 名 为 pyrocin- 
cholic acid-3B-0-B-D-quinovopyranosyl-28-0-B-D-glu- 
copyranoside (图 4: A)。 而 活性 化 合 物 X16 则 是 
从 叶子 花 ( Bougainvillea spectabilis) 中 提取 的 男 
一 种 齐 敦 果 酸 型 皂苷 ， 其 化 学 名 为 3-0-[B-D-xy- 
lopyranosyl (1 一 3) B-D-methylglucuronopyranoxy- 
late] oleanolic acid (图 4: B) 。 
2.3 ”对 筛选 到 的 活性 化 合 物 进行 浓度 梯度 实验 

我 们 还 进一步 对 活性 化 合 物 进行 浓度 梯度 实 
验 ， 以 验证 其 活性 是 靶 点 专 一 性 而 非 假 阳 性 。 由 
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于 活性 化 合 物 X11 样品 量 少 ,不 足以 开展 浓度 
梯度 实验 ,并且 其 抗 糖尿 病 活性 已 有 文献 报道 
(Li 和 Qu, 2012) ， 因 此 本 文 并 未 开展 X11 的 浓 
度 梯 度 实验 ， 而 只 对 活性 化 合 物 X15 和 X16 进 
行 了 浓度 梯度 实验 。 结 果 表明 , X15 在 0.1 hg . 
mL ~10 pg: mL 浓度 范围 内 具有 很 好 的 剂量 依 
赖 性 ， 其 最 大 活性 浓度 为 10 hg/mL， 和 葡萄 糖 摄 
取水 平 可 提高 40.1% (图 3: C)。 而 活性 化 合 
物 X16 在 0.001 ng .mL "~1 pg :mL 浓度 范围 
内 也 存在 很 好 的 剂量 依赖 性 ， 最 大 活性 浓度 为 1 
hg .mL ， 葡 萄 糖 摄取 水 平 可 提高 41.8% (图 
3: D) 。 但 随 着 X16 浓度 的 进一步 增加 (10 或 
20 kg .mL ) ， 其 活性 反而 下 降 ， 提 示 在 高 浓度 
下 X16 可 能 对 细胞 产生 了 其 它 影 响 ， 造 成 促 葡 
萄 糖 吸收 活性 的 下 降 。 结 果 表 明 ， 该 模型 可 以 很 
好 地 筛选 出 具有 降 糖 活性 的 植物 天 然 产 物 ， 为 进 
一 步 开 发 新 型 抗 糖尿 病 药 物 提供 基础 。 
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图 3 植物 天 然 产物 的 筛选 及 活性 化 合 物 的 早期 发 现 。A 和 B， 
对 16 个 植物 来 源 的 天 然 产物 (浓度 为 10 hmol LL ! 或 10 pg: 
mL ) 在 该 细胞 模型 中 进行 活性 筛选 (”* 表示 活性 化 合 物 ，n = 
3); C， 化 合 物 X11 的 化 学 结构 


Fig.3 The screening of the natural compounds from plants and iden- 





tification of active compounds. A and B, Screening of 16 natural com- 
pounds using the glucose uptake stimulating cell model. (The concen- 
trations of compounds are 10 pmol :LI or 10 pg* mL !, * represents 


the active compounds , n=3). C, Chemical structure of compound X11 
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图 4 活性 化 合 物 的 化 学 结构 和 浓度 梯度 实验 。A， 活 性 化 合 物 X15 的 化 学 结构 : B， 活 性 化 合 物 X16 的 化 学 结构 ; 
C， 活性 化 合 物 X15 浓度 梯度 实验 (n=3) ; D， 活 性 化 合 物 X16 浓度 梯度 实验 (n=3) 


Fig.4 Chemical structures and dose-response experiments of active compounds. A, Chemical structure of compound X15. B, Chemical 


structure of compound X16. C, The glucose uptake of 3T3-L1 adipocyte cells treated with different concentrations of X15 (n=3). 


D, The glucose uptake of 3T3-L1 adipocyte cells treated with different concentrations of X16 (n=3) 


3 ”讨论 

随 着 糖尿 病 患 者 数量 的 逐年 增加 和 用 于 治疗 
的 巨额 开支 ， 糖 尿 病 已 成 为 备 受 人 们 关注 的 社 
会 、 经 济 和 健康 问题 。 目 前 ， 常 用 的 抗 糖尿 病 药 
主要 有 二 甲 双 肌 类 、 唆 唑 烷 二 酮 类 、 硫 脲 类 和 非 
硫 脲 类 等 (Nathan 等 , 2009) 。 由 于 目前 临床 上 
使 用 的 抗 糖尿 病 药 都 存在 一 定 的 局 限 性 ， 因 此 ， 
开发 出 新 型 的 、 更 高 效 安全 的 抗 糖 尿 病 药 将 具有 
重要 意义 。 通 常 ， 新 型 抗 糖尿 病 药 物 的 开发 过 程 
是 从 植物 资源 中 分 离 出 各 种 化 合 物 ， 建 立 化 合 物 
库 ， 然 后 利用 各 种 抗 糖 尿 病 药 物 筛 选 模 型 从 中 簿 
选 出 活性 化 合 物 ， 再 以 这 些 活 性 化 合 物 作为 候选 
化 合 物 ， 经 过 一 系列 修饰 改造 、 药 效 评价 和 安全 
评价 之 后 最 终 开发 成 新 型 抗 糖尿 病 药 (图 1: 
A)。 因 此 ， 新 型 抗 糖尿 病 药物 的 研发 依赖 于 各 
种 抗 糖尿 病 药物 第 选 模型 的 应 用 。 

在 本 研究 中 ， 我 们 首先 进行 了 促 葡 萄 糖 摄取 
细胞 模型 的 构建 。 该 模型 的 原理 是 基于 化 合 物 能 
否 促进 成 熟 3T3-L1 脂肪 细胞 的 葡萄 糖 摄取 ， 从 而 
判断 该 化 合 物 的 降 糖 活性 情况 。3T3-L1 脂肪 细胞 
的 培养 是 本 研究 的 基础 ， 本 研究 所 用 3T3-L1 脂肪 
细胞 的 分 化 率 均 在 95% 以 上 (图 1: B) ， 完 全 能 
满足 实验 要 求 。 为 了 检验 细胞 摄取 葡萄 糖 的 水 平 
是 否 可 以 对 药物 刺激 做 出 灵敏 响应 ， 我 们 用 不 同 





浓度 的 胰岛 素 处 理 3T3-L1 脂肪 细胞 ， 然 后 检测 其 
葡萄 糖 摄 取 量 的 差异 。 胰 岛 素 是 一 种 非常 强 的 降 
血糖 药物 ， 它 能 通过 促进 GLTU4 上 膜 来 增加 细胞 
对 葡萄 糖 的 摄取 (Saltiel 和 Kahn, 2001)。 实 验 结 
果 表 明 ， 在 我 们 的 体系 中 胰岛 素 可 以 显著 地 促进 
脂肪 细胞 的 葡萄 糖 摄取 ， 并 且 呈 现 很 好 的 剂量 依 
赖 关系 。 在 10 nmol*L "浓度 下 ，3T3-Ll 脂肪 细胞 
的 葡萄 糖 消耗 量 已 经 接近 最 大 值 ， 约 为 对 照 的 3 
借 。 因 此 ， 胰 岛 素 可 以 作为 筛选 抗 糖尿 病 药 时 的 
阳性 对 照 ， 来 判断 待 测 化 合 物 的 活性 情况 。 

罗 格 列 酮 是 临床 上 广泛 使 用 的 一 种 非 胰 岛 素 
抗 糖尿 病 药 ， 本 模型 用 其 作为 另 一 阳性 对 照 。 罗 
格 列 酮 主要 是 通过 与 转录 因子 PPARY 结合 ， 激 
活 PPARY， 进 而 调控 一 些 糖 代谢 和 脂 代谢 相关 
基因 的 表达 (Spiegelman，1998) 。 本 研究 发 现 罗 
格 列 酮 能 显著 地 促进 3T3-L1 脂肪 细胞 摄取 葡萄 
糖 ， 并 且 在 100 nmol. :浓度 下 ， 其 活性 达到 最 
大 。 因 此 本 模型 选择 罗 格 列 酮 作为 筛选 抗 糖 尿 病 
药物 时 的 另 一 阳性 对 照 。 当 罗 格 列 酮 正常 工作 
时 ， 说 明 模型 工作 正常 ， 实 验 结果 可 靠 。 

我 们 的 模型 还 可 用 于 筛选 胰岛 素 信号 通路 的 
抑制 剂 。200 nmol ' L 胰岛 素 可 以 显著 促进 细胞 
摄取 葡萄 糖 ， 通 过 检测 化 合 物 是 否 可 以 降低 胰岛 
素 的 这 种 促进 效果 ， 可 以 筛选 出 胰岛 素 信和 号 通路 



































6 期 胡 海 军 等 : 促 葡萄 糖 摄取 细胞 模型 的 构建 及 应 用 














man 





827 





抑制 剂 。 我 们 用 已 知 的 Akt1/2 抑制 剂 来 抑制 胰 
岛 素 信号 通路 ， 发 现 它 能 显著 地 降低 3T3-L1 脂 
肪 细胞 的 和 葡萄糖 摄 取 ， 并 且 呈 现 很 好 的 剂量 依赖 
关系 , 在 10 pmol*L 浓度 下 可 将 葡萄 糖 摄 取 量 
恢复 到 基线 水 平 。 

植物 天 然 产物 是 新 药 发 现 的 一 个 重要 来 源 ， 
其 化 学 骨架 具有 多 样 性 ， 并 且 在 植物 中 行使 不 同 
的 生物 学 功能 。 我 们 应 用 构建 好 的 抗 糖尿 病 药物 
筛选 模型 对 16 个 植物 来 源 的 天 然 产 物 进行 活性 
筛选 。 结 果 显 示 有 3 个 化 合 物 具有 促进 3T3-L1 
脂肪 细胞 摄取 和 葡萄糖 的 活性 ， 它 们 分 别 是 X11、 
X15 和 X16。 这 三 个 化 合 物 中 , X11 已 在 3T3-L1 
脂肪 细胞 中 发 现 具 有 抗 糖尿 病 活 性 (Li 和 Qu， 
2012) ， 化 合 物 X15 的 抗 糖尿 病 活性 是 首次 被 发 
现 ， 而 X16 之 前 只 在 体内 报道 过 具有 抗 糖尿 病 
活性 ,在 细胞 水 平 上 属 首次 发 现 ( Matsuda 等 ， 
1998)。 综 上 所 述 ， 我 们 的 模型 可 以 非常 有 效 地 
筛选 出 植物 中 具有 降 糖 活性 的 化 合 物 。 今 后 ， 我 
们 一 方面 将 增加 化 合 物 数量 、 扩 大 筛选 范围 ， 以 
筛选 出 更 多 的 活性 化 合 物 类 型 ; 另 一 方面 将 对 活 
性 非常 好 的 化 合 物 的 作用 机 制 进行 深入 研究 并 进 
行 体内 药 效 评价 ， 从 而 为 开发 出 更 加 安全 、 有 效 
的 抗 糖尿 病 药 提供 基础 。 
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